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INCUBATEUR ET PROCEDE D'INCUBATION MENAGEANT
L'ORGANISME MIS A INCUBER

La présente invention se rapporte aux
incubateurs et aux procédés d'incubation d'organismes.
Elle s'appligue tout particulierement pour mettre des
embryons en culture et les surveiller dans des conditions
de température et atmosphérigque de développement les

mellleures possibles.

Lors d’une fécondation in vitro, les
spermatozoides et lesgs ovules sont mis ensemble. Apreés
cette mise en fécondation par fécondation in wvitro
classique ou micro-injection, les gaméteg sont déposés
dans des milieux de cultures et entreposés dans un
incubateur. Ils sont sortis gquotidiennement, une a deux
fois par Jour, pour un changement de milieu, une
observation au microscope, ou tout autre manipulation et
ce, jusqgu’au transfert in utero de 1l’'embryon.

Au cours de ces différents changements de
milieux et observations au microscope ou tout autre
opération, les cultures embryonnalres sont exposées a de
nombreux problémes qui sont

- les chocs thermiques de 37°C (température de
1/ incubateur) a 20°C (température ambiante a lagquelle
s’effectue le changement de milieu et 1l’observation au
microscope),

- les variations de 1la concentration en CO, qui
entrainent des variations du pH des milieux de
culture,

- l'altération des propriétés nutritives des milieux,
par les variations de température avec l'apparition de
produits toxiques pour 1'embryon,

- la mise a la lumieére des embryong lors de leurs

observations au microscope,
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- les manipulations embryonnalre traumatigues,

- les risguegs de contaminations bactériennes et
mycologiques,

- le changement tardif de milieux gui entraine une
augmentation de la concentration de radicaux libresg et
une diminution de la concentration en substrat,

- les erreurs de manipulation avec perte d'embryons.

Certains des problémes c¢cités ci-dessus
auxguels sont confrontés les embryons peuvent avolr des
effets treées néfastes sur ces derniers. En effet, 1l a été
montré qu’un embryon placé pendant plus de trols minutes a
une température de 22°C n’'est plus capable de se

développer.

L'invention remédie a ces inconvénlents par un
incubateur et par un procédé d'incubation qguil supprime les
chocs thermigques et les risgues de contaminations
bactériennes et mycologligques tout en facilitant 1le
changement de milieux et en 1l'automatisant de maniére a
diminuer les erreurs de manipulatlion et les manipulations
traumatiques. L'invention utilisée dans le cadre de la
fécondation in vitro permet donc d’améliorer le nombre
d’embryons viables et de bonne gualité.

Dans le cadre de 1l’invention, on entend par
« organilsme », non seulement les gametes (ovocytes et
spermatozoideg), les ovocytes fertilisés, les cultures
embryonnalres et les embryons mais aussi toute culture
cellulaire comme des cellules souches, des microorganismes

pathogénes ou non, etc...

L'invention a donc pour objet un incubateur
comprenant une étuve étanche munie d'une porte, une boite
de culture & plusieurs pults placée dans 1’étuve, un
organisme étant dans un des puits de ladite boite,

caractérigé en ce gu’'lil comprend un moyen commandé de
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a

l’extérieur, destiné & sortir du puits dans lequel il se
trouve 1l'organisme pour le mettre dans un autre puits
empli d’un milieu de culture neuf. De facon avantageuse,
dans le cadre de la présente invention, le moyen, commandé
de l’extérieur, destiné a sortir du puits 1l’'organisme pour
le mettre dans un autre puits empli d'un milieu de culture
est une pipette.

Alnsi, on n'a plus a sortir la boite de
culture pour sortir l'organisme, et notamment 1'embryon,
de son puits, remplacer le milieu de culture et replacer
l'embrvon dans le puits. On peut mailntenant, sans sortir
l'embryon de 1l'incubateur, le sortir du puits dans lequel
il se trouve pour le mettre dans un pults suivant empli
d'un milieu de culture gui n'a pas encore été en contact
avec un embryon et gqui est donc exempt de toxines, ce
milieu étant ci-aprés appelé « milieu de culture neuf ».
Le passage de l'embryon d'un puits de culture au sulvant
peut s'effectuer d'une maniére précise, bien que 1l'étuve
reste fermée, gridce a un microscope guli permet de
surveiller les opérations sur 1'écran de visualisation. On
peut suivre 1'évolution de 1'organisme aussi souvent gu'on
le souhaite sans que les opérations impliguées par ce
suivi lui soient néfastes.

X

Suivant 1l'invention, le microscope est monté a
l'intérieur ou a l'extérieur de 1'étuve de maniére a
cbserver la culture de l'organisme et & surveiller les
différentes manipulations (transfert de 1‘organisme d’un
puits & l’autre et remplissage des puits), le microscope
dtant zrelié a wun écran de visualisation placé a
l'extérieur de 1'étuve. Que le microscope golit a
l'intérieur ou a l’extérieur de 1l'étuve, dans les deux
cag, la platine du microscope se trouve a l'intérieur de

l’étuve. 81 le microscope se trouve a l’intérieur de

1l’étuve, un caisson de protection peut &tre nécessaire a
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son fonctionnement dans les conditions de température et
de concentration en N,, en O, et en CO, & 1l’intérieur de
1l’étuve. Le microscope avantageusement utilisé dans le
cadre de 1’invention posséde un filtre gui protége
l’organisme des effets délétéres de la lumiére, lors de
son observation au microscope. De plus, 1’incubateur objet
de la présente 1nvention actepte des variantes avec un
microscope avec une platine fixe ou mobile et/ou un

microscope avec un axe fixe ou mobile.

L’ incubateur objet de la présente inventicn
peut étre divisé en zone et comprendre au moins

- une < zone Iinterventionnelle » gui est
dédiée a 1l’'observation et aux différentes manipulations
des embryons (remplissage de milieux et changement des
puits),

- une « zone d’'incubation » dédiée au stockage
des boites de culture.

- une zone additionnelle qui peut &tre commune
avec la « zone interventionnelle » et qul est dédiée au
stockage des consommables (milieux, cbdnes) et a
1’évacuation des déchets.

Les trois différentes zones peuvent se trouver

sur un méme niveau ou sur des niveaux différents.

L’ incubateur objet de la présente invention
comprend des movens, commandés de 1l'extérieur de 1'é&tuve,
de déplacement pas a pas dans 1'étuve des boites de
culture a plusieurs puits. Tout moyen de déplacement pas a
pas d'une boite de culture est utilisable dans le cadre de
la présente invention. De fagcon avantageuse, le moyen de
déplacement utilisé est constituée par

- soit une bande convoyeuse sans fin entrainée

par un rouleau mcteur, lui-méme entrainé en rotation par
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un moteur pas a pas commandé par un ordinateur par
l'intermédiaire d'une ligne de commande,

- soit un bras manipulateur articulé, commandé
par un ordinateur, capable de prélever la boite de culture
a traiter et de l’acheminer vers la zone
interventionnelle, le bras manipulateur pouvant avoilr un

déplacement linéaire ou rotatif.

On peut prévolir d'emplir a 1'avance tous les
puitg de 1l'étuve de milieu de culture. Mais pour empécher
gque le milieu de culture ne s'évapore ou ne se contamine
avant méme que 1'embryon ait été placé dans le puits, on
préfére que 1'incubateur comprenne une source de milieu de
culture communigquant avec un conduit & vanne débouchant au
dessus d'un puits et des moyvens de commande de la vanne de
maniére a déverser dans le pults une guantité prescrite du
milieu de culture. La source de milieu peut &tre a
l'extérieur de 1'incubateur ou peut é&tre prévue dans
celui-ci, par exemple, dans une zone dédiée au stockage
des consommables. Juste avant que le puits en guestion
recoive 1'embryon, on l'emplit du milieu de culture. De
préférence, le conduit débouche au-dessus du puits se
trouvant audit emplacement, ce gul permet 1la encore de
surveiller les opérations a l'aide du microscope.

Suivant un autre mode de réalisation préféré
également, le conduit débouche au dessus du puilts juste en
amont du puits se trouvant audit emplacement. On peut
ainsi effectuer simultanément le remplissage de ce puits
en amont et sortir l'embryvon du pulits se trouvant audit
emplacement en l'aspirant a 1l'aide de 1la pipette. On
dispose également de plus de place pour faire arriver le
conduit au-dessus du puits.

On peut également envisager gue 1'incubateur

objet de la présente invention comprend des moyens de
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déplacement de la vanne utile pour le remplissage de
milieu d‘un puits a 1l’autre.

Dans le cadre de la présente invention,
d’autres moyens pour remplir de milieu les puits des
boites de culture—sont envisageables. On peut également
envisager 1l’'utilisation d’'une seringue motorisée et
commandée de l'extérieur qgqul aspire directement le milieu
dans un flacon se trouvant dans la zone dédiée au stockage
des consommables et le distribue dans le pults en
inversant la motorisation de la seringue. Le milieu a
distribuer peut également étre prélevé dans un flacon par
un systeme de préleévement commandés de 1'extérieur, comme,
par exemple, un céne a usage unigue, puis distribué dans

le puits.

L'étuve présente avantageusement des
conditions de température et de concentration en N,, en O,
et en CO, idéales pour le développement des cultures
cellulaires et, plus particuliérement, des cultures
embryonnaires. Ces conditions sont avantageusement une
température a 37°C et une atmospheére a 5% 4d’0Q,, 5% de CQ
et 90% de N,. De fagon avantageuse, 1’incubateur objet de
la présente invention est équipé de capteurs permettant
1l’autorégulation et la surveilllance de 1l’atmosphere a
l/intérieur de 1’étuve. Gréce a ces capteurs, il est
possible de contrbéler, pendant toute la durée de la
culture, la température et la concentration en N,, en O,
et en CO,. Tout capteur apte a mesurer deg variations de
température et de concentration en N,, en 0O, et en CO,,
dans les conditions de 1'étuve, est utilisable dans le

cadre de la présente invention.

L'invention vise également un procédé
d'incubation d'un organisme, qui consiste &a mettre

l'organisme dans une é&étuve étanche, a 1l’incuber dans un
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puits de culture empli d'un milieu de culture et a le
changer n fois le milieu de culture, n étant un nombre
entier supérieur a 1 et inférieur a 50, caractérisé en ce
gqu'il consiste

1) & mettre l'organisme dans 1l'un d'une série
de (n+l) puits d’'une boite placée dans 1’'étuve, alors gue
les n autres puits de la sgérie sont exempts de tout
organisme,

ii) a déplacer, sang le sortir de 1'étuve,
l'organisme du puits dans lequel il se trouve pour le
mettre dans le puits suivant de la série empli d’un milieu
neuf et

iii) a répéter le déplacement au plus autant de
fois qu‘il reste de puits disponibles.

Toutegs les opérations se font a 1l'intérieur de
1l'incubateur sous la surveillance du microscope et peuvent
étre commandées automatigquement par un ordinateur.

Pour sortir 1l'embryon, on met la pipette dans
le pulits se trouvant a l'emplacement gu'observe le
microscope, on aspire 1l'organisme, on sort la pipette du
pulits, on fait venir le puits suivant audit emplacement,
on plonge la pipette dans ce nouveau puits, on reléche
1'embryon de la pipette dans le puits et on retire la
pipette du puits. La manipulation de 1l'embryon est ainsi
trés ménagée, assistée et volire automatisée, ce gui
diminue beaucoup les dangers d'accldents et de
traumatismes.

Suivant une wvariante, le procédé objet de la
présente invention consiste a observer au microscope du
virage de couleur du milieu de culture contenant un
indicateur et contenu dans le puits d'une série de (n+l)
puits colorés dans legquel se trouve 1l’organisme et a
changer l‘organisme de puits lors de ce virage. En effet,

on observe, de préférence souvent ou en continu, au
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microscope le virage de couleur du milieu de culture auquel
on a ajouté un indicateur coloré, notamment de pH, par
exemple du rouge phénol. On est ainsi averti du moment
exact ou 1l convient de changer de puits. On peut aussi, a
lreffet de surveiller le virage de couleur, prévoir dans
1'étuve un densitométre optigue a l'intérieur de 1'étuve et
des moyens pour amener le signal fourni par le densitométre
ad l'extérieur de 1l'étuve, notamment des moyens acoustiques

par une alerte.

On peut prévoir d'autres manipulations dgue le
changement de milieu de culture dans ce dispositif adapté
aux cultures embryonnaires comme la recherche d’ovocyte
dans le liguide folliculaire, la préparation des gametes,
la décoronisation ovocytaire, la micro-injection,

1l7éclosion assistée et la maturation ovocytaire..

D’autres avantages et caractéristigues de
l’invention apparaitront des exemples guil suilvent
concernant des modes de réalisation particuliers de 1la
présente invention dans lesquels il est fait référence a :

- la figure 1 qgui représente une vue
schématigue en coupe d'un incubateur selon 1’invention,

- les figures 2 et 3 gui représentent deux

différents types d’incubateur objet de 1’'invention.

La vue schématique en coupe de 1l'incubateur
suivant 1'invention, représentée a la figure 1 montre gu'il
comporte une étuve 1 étanche munie d'une porte 2 pouvant
8tre fermée de maniére étanche. A l'intérieur de 1l'étuve 1
est montée une bande 3 convoyeuse sang fin entrainée par un
rouleau 4 moteur et pasgsant sur un rouleau 5 de renvoi. Le
rouleau 4 moteur est entrainé en rotation par un moteur 6
se trouvant a l'extérieur de 1l'étuve 1, mais pouvant é&tre

également prévu a 1'intérieur de celle-ci, et qui, en
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l'espeéce, est relié au rouleau 4 moteur par une ligne 7. Le
moteur 6 pas a pas est commandé par un ordinateur 8 par
l'intermédiaire d'une ligne 9 de commande. Sur le brin
supérieur du convovyeur 3, est placée une boite 10 de
culture comprenant trols puits 1la, 1lb et 1llc. Le puits
1lla est en amont du pults 11lb dans le sens de déplacement F
du convoyeur, tandils que le puitg 1llc est en aval. La boite
10 est maintenue sur le convoyeur 3 par des contrefortes 12
gqul 1'empéchent de se déplacer de maniére intempestive.

Au dessus de l'emplacement ou se trouve a la
figure le puits 1l1lb, est monté fixe un microscope 13 qui

hY

est relié par une ligne 14 a wun dispositif 15 de
visualisation permettant de voir le puits 11lb se trouvant a
cet emplacement. A ce méme emplacement arrive également une
pipette 16 commandée par 1l'ordinateur 8 par 1l'intermédiaire
d'une ligne 17. L'ordinateur 8 egt relié par une ligne 18 a
une manette 19 permettant de commander la pipette et
notamment de la descendre dans le puits se trouvant audit
emplacement, en l'occurrence a la figure dans le puits 1lb,
ou de 1l'en faire sgsortir et permettant d'aspirer une partie
du contenu du puits 11lb, ou de 1l'en faire sortir et
permettant d'aspirer une partie du contenu du puits 11b ou
de relécher une partie de la pipette dans le puits gui se
trouvera a cet emplacement.

Sur une console 20 prévue a 1l'intérieur de
l'étuve 2 esgt portée une bouteille 21 de milieu de culture
qui, par un conduit 22 muni d'une wvanne 23, débouche au-
dessus du puits 1la ou, sulvant une wvariante gui est
représentée également a la figure, au dessus du puiltgs 1l1b
étant entendu gue l'on utilise 1l'une de ces variantes, mais
non pas leg deux en méme Lemps.

Un densitometre 24 optique a sonnerie de seuil

permet de suivre la densité optigque du milieu de culture du

puits 11b.
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Pour mettre 1'embryon en culture, on ouvre la
porte 2 de 1l'étuve 1 et on le met dans le puits 1llc, empli
de milieu de culture, dans 1l'étuve 1, alors gue les puits
1la et 11b sont vides, étant entendu gu'ils pourraient
aussl étre déja emplis de milieu de culture. On a donc une
série de trois puits l1lla, 1lb et 1llc dont un seul contient
un embryon. On referme la porte 2. On ne l'ouvrira plus
jusgu'a ce gue la .culture goit terminée. On laisse
1l'embryon croitre dans le puits l1llc guli se trouve alors en
dessous du microscope 13 avec possibilité, gréce a ce
microscope et éventuellement du densitoméetre 24, d'observer
ce qul s'y passe et, le cas échéant, de décider du meilleur
moment ot 1l convient de changer le milieu de culture. On
peut également décider de changer de milieu de culture
aprés une durée déterminée. Lorsqgue 1l'on décide de changer
le milieu de, culture, on abaisse la pipette 16 dans le
puits 1lc, on falt passer par aspiration l'embrycon du puits
llc dans la pipette 16, on retire la pipette 16 du puilts
llc et on fait avancer d'un pas le convoyeur 3 pour amener
maintenant le puits 11b en regard du microscope 13 a
l'emplacement ol se trouvait auparavant le puits 1lc. On
abaisse ensuite la pipette 16 dans le puits 1lb pour
obtenir la position représentée a la figure. On emplit le
puits 1lb de milieu de culture a l'aide de la bouteille 21
du conduit 22 et de la vanne 23, i 1l'on n'avait pas déja
effectué cette opération auparavant, puls on abaisse la
pipette 16 et on rellche 1'embryon dans le puits 1lb en
observant sur le dispogitif 15 de visualisation gue ces
opérations s'effectuent correctement. On retire ensuite la
pipette 16 du puits 1lb. On recommence ensuite les
opérations guil viennent d'étre indiguées, mails le puits 1la
prenant la place du puits 11b et le puits 11lb jouant le
ré6le gu'avait joué auparavant le puilts llc.

Bien entendu, il est possgsible de modifier le

dispositif de déplacement des puits en vue de les mettre a
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l'emplacement se trouvant sous le microscope 13, par
exemple a l'aide d'un tourniguet ou autre. Et il est
également possible de prévoir plusieurs séries de puits
l1la, 1lb et 1llc avec un plus grand nombre de puits par
série et un moyen propre de déplacement de chague série de

puits.

Les figures 2 et 3 présentent deux types
d’ incubateurs capables de contenir chacun plusieurs boites
de culture.

L’ incubateur de la figure 2 est un incubateur
dans leguel la zone d’interventionnelle (Al), la zone
dédiée au stockage des consommables (A2) et la zone
d’incubation (B) se trouvent sur un méme niveau. Un bras
articulé et motorisé préléve la boite a traiter dans la
zone 4d’incubation (B) dédiée au stockage des boites et
1’achemine vers la zone interventionnelle. Dans cette zone
interventionnelle, se déroulent lesg différentes opérations
du processus que sont le changement de puits des embryons
et le remplissage avec du milieu de culture des puits. Dans
ce cas de mise en cuvre de l’invention, seule la boilte 3
traiter est manipulée. De plus, chacune des boites est
définie par sa position (x,y) dans la zone d’incubation ce
qui permet de les ranger de fagon logigue et cohérente et
d’éviter les erreurs entre boites et donc entre cultures.

L/incubateur de 1la figure 3 est un systéme
composé de deux étages. Sur le premier (El), les boites
sont stockées, cet étage correspondant donc a la zone
d’incubation (A). Le plateau est fixe. Un sas permet
l7introduction de 4 boites simultanément. Le second étage
(BE2) est l’étage d’'intervention auguel on passe via un bras
manipulateur. L’axe du microscope est fixe et la platine du
microscope sur laquelle est placée la bolte a observer se
déplace en x et en y, le microscope se déplagant en z pour

la mise au point. Au centre du plateau (C) sont stockés les



WO 02/064728 PCT/FR02/00511
12

consommables et sont effectuées les opérations de

prélévement des milieux et cdnes et leur évacuation.
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REVENDICATIONS
1) Incubateur comprenant une é&tuve é&étanche

munie d'une porte, une bolite de culture a plusieurs puilts
placée dans 1'étuve, un organisme étant dans un des puits
de ladite boite, caractérisé en ce gqu’il comprend un moyen
commandé de 1‘'extérieur, destiné a sortir du puits dans
lequel il se trouve l’organisme pour le mettre dans un

autre puits empli d’'un milieu de culture neuf.

2) Incubateur gelon la revendication 1,
caractérisé en ce gue ledit moyen commandé de 1’'extérieur,
destiné a sortir du puits dans legquel il sgse trouve
l’organisme pour le mettre dans un autre pults empli d’'un

milieu de culture est une pipette.

3) Incubateur selon 1‘une guelcongue des
revendications 1 ou 2, caractérigé en ce qu’il comprend un
microscope qui permet dfobserver la culture de 1’'organisme
sur un écran de wvisgualisation placé a 1l'extérieur de

1l'étuve.

4) Incubateur selon la revendication 3,
caractérisé en ce gue la platine dudit microscope se

trouve a l1l’intérieur de 1’'étuve.

5) Incubateur selon 1’une guelcongue des
revendications 3 ou 4, caractérisé en ce ledit microscope
possede un filtre qui protége 1l’'organisme des effets

déléteres de la lumieéere.

6) Incubateur selon 1l’'une guelcongue des
revendications précédentes, caractérisé en ce qu’il

comprend des moyens, commandés de l'extérieur de 1'étuve,
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de déplacement pas a pas dans 1'étuve d'une bolte de

culture a plusieurs puilts.

7) Incubateur selon la revendication 6,
caractérisé en ce gue le moyven de déplacement pas a pas de
la boite de culture est constitué par :

- soit une bande convoyeuse sans fin entrainée
par un rouleau moteur, luli-méme entrainé en rotation par
un moteur pas a pas commandé par un ordinateur par
1'intermédiaire d'une ligne de commande,

- solit un bras manipulateur articulé, commandé
par un ordinateur, capable de prélever la boite de culture
a traiter et de lacheminer vers une zone
interventionnelle, le bras manipulateur pouvant avolir un

déplacement linéaire ou rotatif.

8) Incubateur selon 1’une guelcongue des
revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il
comprend une source de milieu de culture communiguant avec
un conduit a wvanne débouchant au dessus d'un pulits et des
moyens de commande de la vanne de maniere a déverser dans

le puits une guantité prescrite du milieu de culture.

9) Incubateur selon la revendication 8,
caractérisé en ce qu’'il comprend des moyens de déplacement

de ladite vanne d’'un puits a 1l’autre.

10) Incubateur selon 1’'une gquelcongue des
revendications précédentes, caractérisé en ce gu’il est
égquipé de capteurs permettant 1’autorégulation et la

surveillance de l'atmospheére a l’intérieur de 1'étuve.

11) Procédé d'incubation d'un organisme, qui

X

consiste a mettre l'organisme dans une étuve étanche, a

1’incuber dans un puits de culture empli d'un milieu de
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culture et & le changer n fois le milieu de culture, n
étant un nombre entier supérieur & 1 et inférieur a 50,
caractérisé en ce gu'il consiste

i) a mettre 1l'organisme dans 1l'un d'une série
de (n+l) puits d’une boite placée dans 1’'étuve, alors gque
les n autres puits de la série sont exempts de tout
organisme,

ii) & déplacer, sans le gortir de 1'étuve,
l'organisme du puits dans lequel 1l se trouve pour le
mettre dans le puits suivant de la série empli d’'un milieu
neuf et

iii) a répéter le déplacement au plus autant de

fois gu’il reste de puits disponibles.

12) Procédé suivant la revendication 11,
caractérisé en ce gu'il consiste a observer au microscope
le virage de couleur du milieu de culture contenant un
indicateur et contenu dans le puits d'une série de (n+l)

uits colorés dans leguel se trouve 1l’organisme et a
b

changer 1’'organisme de puits lors de ce virage.

13) Procédé suivant la revendication 11 ou 12,
caractérisé en ce gu'lil consiste a surveiller la densité
optigue dans 1'incubateur et & changer de puits lorsgue 1la

densité optigue dépasse un seull proscrit.
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Figure 2
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Figure 3

Bras manipulateur




	2010-05-25 Foreign Reference

